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Zusammenfassung

Die Zucht und Stammhaltung von Toxoplasma gondii findet in
der Ascitesfliissigkeit von intraperitoneal infizierten Mdusen
statt, da derzeit nur diese Art der Parasitenvermehrung Toxo-
plasmen mit vollstindigem Antigenbesatz garantiert. Ursichlich
dafiir ist mit hoher Wahrscheinlichkeit der Selektionsdruck, der
durch die Wirtsabwehr auf die Parasiten ausgeiibt wird. Die
intraperitoneale Passage stellt fiir die Mduse eine erhebliche
Belastung dar und erfordert den Tod einer grofien Anzahl von
Tieren. Im Bereich der Diagnostika kann jedoch auf T. gondii-
Antigen nicht verzichtet werden.

Ziel des Projektes ist es, alternative Techniken zur Bereitstellung
von qualitativ hochwertigem Toxoplasma-Antigen zu entwickeln.
Es ist gelungen, mit der im Rahmen des Forschungsprojektes
etablierten Technik des PCR-Fingerprintings (RAPD-PCR;
random amplified polymorphic DNA-Polymerase chain reaction)
eindeutig zu zeigen, dafi eine mittels unterschiedlicher Kultivie-
rungsverfahren vermehrte Parasitenpopulation keiner klonalen
Selektion unterliegt. Dies bedeutet, dafs auf Grund der unter-
schiedlichen Bedingungen wiihrend der genannten Kulturmetho-
den kein bestimmter, zundichst nur einen geringen Anteil an der
Gesamipopulation ausmachender Teil von Parasiten einer
bevorzugten Vermehrung unterliegt. Basierend auf diesem
Ergebnis gibt es nun prinzipiell zwei Mdaglichkeiten der weiteren
“Vorgehensweise. Zum einen kénnen die Bedingungen wiihrend
der in vitro Vermehrung derartig verdindert werden, daf3 der vom
Wirt ausgehende Druck der Infektabwehr simuliert wird. Ein
wesentlich erfolgversprechenderer Ansatz scheint uns jedoch die
gentechnische Herstellung von diagnostisch relevanten Toxoplas-
ma-Proteinen zu sein.

Summary: Characteristics of Toxoplasma-gondii-tachyzoites
Jfrom different culture systems

Toxoplasma gondii is an intracellular protozoan parasite of
worldwide distribution. Parasites that habour a complete
antigenic profile, that is necessary for the serological diagnosis
of human Toxoplasma infections, are provided by in vivo culture
methods only. It seems that the host immune pressure is responsi-
ble for the expression of a total antigen pattern. Thus, in most
laboratories the asexual proliferative stage of the parasite, the
fachyzoite, is maintained by successive intraperitoneal passages
in highly susceptible animals such as mice.

We would like to develop an in vitro method to provide sufficient
amounts of high quality parasite antigen suitable for diagnosis of
Toxoplasmosis. Using the RAPD-PCR (random amplified
polymorphic DNA-PCR) technique, we were able to show that
during different culture conditions (in vivo and in vitro culture)
the parasites undergo no clonal selection. That means the entire
parasite population changes the protein expression pattern due
to the in vitro culture conditions. Based on the result described
previously the work could be continued as follows. One strategy
could be to simulate the host immune pressure during the in vitro
cultivation of the tachyzoites. A more convinced approach may
be the production of recombinant parasite antigens useful for
diagnosis of a Toxoplasma infection in human adults and
newborns.
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1 Entwicklungsgang von Toxoplasma
gondii

Toxoplasma gondii ist ein einzelliger, sich
obligatorisch intrazelluldir vermehrender
Parasit, der in den Protozoenstamm Api-
komplexa (Sporozoa) eingeordnet wird. Der
Entwicklungszyklus des Parasiten, der ei-
nen fakultativen Wirtswechsel einschlieflen
kann, ist in Abbildung 1 dargestellt. Der fiir
alle apikomplexen Parasiten charakteristi-
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sche Generationswechsel weist drei Phasen
auf: eine ungeschlechtliche Vermehrungs-
phase, die Schizogonie, dann eine Phase der
geschlechtlichen Differenzierung (Ga-
mogonie) und schlieBlich die Sporogonie,
eine weitere ungeschlechtliche Vermehrung,
wobei aus der befruchteten Eizelle beweg-
liche, fiir den niichsten Wirt infektitse Sta-
dien (Sporozoiten) entstehen.

Bei den durch Fiizes iibertragenen Arten, wie
z. B. Toxoplasma gondii, sind die Sporozoiten

stets in resistente Dauerstadien, Qozysten bzw.
Sporozysten, eingeschlossen, so dal} sic im
Freien aullerhalb des Wirts lange tiberleben
konnen. Der Entwicklungsgang von Toxo-
plasma gondii kann einwirtig sein. Die
komplette Entwicklung lduft dann in allen
drei Phasen in der Katze ab. Die Oozysten
kénnen nach der Sporulation im Freien dann
weitere Katzen infizieren oder aber auch zahl-
reiche Zwischenwirte. Ist der Zyklus an fakul-
tative Zwischenwirte gebunden, von denen
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z.B. die Maus als natiirliche Beute der Katze
fiir die Verbreitung der Parasiten besonders
wichtig ist, findet nur die geschlechdliche Dif-
ferenzierung in der Katze statt, die so per De-
finition zum Endwirt fiir den Parasiten wird.

In den Zwischenwirten erfolgt in der
akuten Phase zunichst eine starke unge-
schlechtliche Vermehrung, besonders in
Zellen des lymphatischen Systems. Diese
Parasitenstadien werden als Tachyzoiten
bezeichnet. Im weiteren Verlauf der Infek-
tion bilden sich dann intrazelluldr im Ge-
webe Zysten aus, vor allem im Gehirn und
in der Muskulatur der Zwischenwirte. Die
in den Zysten enthaltenen Parasiten be-
zeichnet man auch als Bradyzoiten. Da-
bei handelt es sich um Ruhestadien, die
sowohl fiir die Katze, den Endwirt, als
auch fiir andere Zwischenwirte infektis
sind. So kann sich z. B. der Mensch durch
die orale Aufnahme von Qozysten aus der
Katze, oder durch den Genuf von gewe-
bezystenhaltigem Fleisch mit Toxoplasma
gondii infizieren.

Aus humanmedizinischer Sicht ist eine
Toxoplasma-Infektion in zweierlei Hin-
sicht von groBer Bedeutung: Erstens fiihrt
eine Erstinfektion wihrend der Schwan-
gerschaft in ca. 50% der Fille unbehan-
delt zur konnatalen Toxoplasmose des
Kindes, zweitens kann es bei einer Immun-
suppression eines chronisch infizierten
Individuums zur Reaktivierung der Zysten
und nachfolgend zu zerebraler oder dis-
seminierter Toxoplasmose kommen.

2 Diagnostik von Toxoplasma gondii

Die Diagnostik einer Toxoplasma-Infek-
tion beruht immer noch im wesentlichen
auf serologischen Methoden, die es erfor-
derlich machen, eine ausreichende Men-
ge an qualitativ hochwertigem Antigen
bereitzustellen. Dies kann derzeit nur tiber
die Kultivierung des Parasiten im Intra-
peritoneal-Bereich von Miusen gewihr-
leistet werden. Existierende in vitro Sy-
steme, wie z. B. die Vermehrung in muri-
nen Makrophagen-Zellinien sind dafiir
ungeeignet, da es mit hoher Wahrschein-
lichkeit aufgrund des fehlenden Immun-
drucks zu einer Veriinderung im Antigen-
expressionsmuster des Parasiten kommt.
Ziel des Projektes ist es, die auf verschie-
dene Arten vermehrten Parasiten mittels
einer breiten analytischen Methodenpalet-
te (SDS-PAGE, Western Blot, PCR-Fin-

gerprinting) zu charakterisieren und nach-
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Abbildung 1: Entwicklungszyklus von Toxoplasma gondii.

EN, Zeliteilung durch Endodyogenie; HC, Wirtszelle; N, Nukleus; NH, Wirtszellnukleus;
0OC, Oozyste; PC, priméare Zystenwand; PV, parasitophore Vakuole; RB, Restkorper; SP,
Sporozoiten; SPC, Sporozyste.

1: Von der Katze ausgeschiedene unsporulierte Oozyste

2: Sporulation (erfolgt im Freien)

3: Sporozoit (infektioses Stadium fiir die Katze und Zwischenwirte Typ 1)

4: Endodyogenie (Enstehung von Pseudozysten, die Tachyzoiten enthalten)

4.1: Infektidose Tachyzoiten fur die Katze und weitere Zwischenwirte

5: Freie (extrazelluldre) Merozoiten nach Verlassen der Pseudozyste

6: Bildung von Gewebezysten, die Bradyzoiten enthalten

6.1: Infektion der Katze (iber die Aufnahme von Gewebezysten Typ 1

7-10: Infektion durch Gewebezysten der Zwischenwirte Typ 2 mit anschliessender Ge-
webezystenbildung (identisch mit 3-6)

9.1: Diaplazentarer Ubertragungsweg von Toxoplasma gondii auf den Fétus wéhrend
einer Primérinfektion im Verlaufe einer Schwangerschaft (kongenitale Toxoplasmose)
11: Infektion der Katze (iber die Aufnahme von Gewebezysten Typ 2

folgend alternative Techniken zu entwik-
keln, die es ermdéglichen, Toxoplasma-
Antigen mit einer dem murinen System
vergleichbaren Qualitit bereitzustellen.

3 Invitro Ziichtung von Toxoplasma gondii

Um fiir die genannten Untersuchungen
eine ausreichende Anzahl an Parasiten
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bereitzustellen, wurde zuniichst die Kul-
tivierung von Toxoplasma gondii in der
Maus bzw. in einer murinen Makropha-
gen-Zellinie etabliert. Fiir die unterschied-
lichen Antigenqualititen von in vivo und
in vitro geziichteten Parasiten gab es zwei
theoretische Ansitze, die in folgender
Form in der Fachwelt seit Jahren disku-
tiert wurden. Zum einen bestand die Mog-
lichkeit der klonalen Selektion, d.h. daf
auf Grund der unterschiedlichen Bedin-
gungen wihrend der genannten Kulturme-
thoden nur ein bestimmter, zunichst al-
lerdings nur einen geringen Antcil an der
Gesamtpopulation ausmachender Teil von
Parasiten einer bevorzugten Vermehrung
unterliegt. Als Alternative wiire ein auf die
jeweiligen Zuchtbedingungen zuriickzu-
fithrendes veriindertes Antigenexpressi-
onsmuster denkbar.

4 PCR-Fingerprinting

Um dieser Fragestellung nachzugehen,
wurde im Rahmen des Projektes die Me-
thode des PCR-Fingerprinting eingefiihrt.
Bei der von uns etabliertem Technik, die
auch als RAPD-PCR (random amplified
polymorphic DNA-PCR) bezeichnet wird,
werden bezogen auf die Nukleotidsequenz
zufillig ausgewiihlte Oligonukleotide als
Primer fir die anschlieBende PCR-Reak-
tion eingesetzt. Diese Primer hybridisie-
ren aufgrund ihrer im Verhiltnis zur Ge-
nomgrofe des Parasiten kurzen Sequenz
an zahlreiche komplementire Abschnitte
innerhalb der Toxoplasma-DNA, so daf}
nach der gelelektrophoretischen Auftren-
nung der Reaktionsprodukte ein komple-
xes Bandenmuster entsteht. Vergleicht
man nun Genome unterschiedlicher Her-
kunft, unterscheidet sich dieses Muster
mehr oder weniger stark in Abhingigkeit
von den Polymorphismen beziiglich der
Primer-Bindestellen. In Abbildung 2 sind
entsprechende Fingerprints (Spur 2 je-
weils von in vive, Spur 3 von in vitro kul-
tivierten Toxoplasmen), die wir mit finf
verschiedenen Primern erhalten haben,
exemplarisch dargestellt. Als Kontrolle
wurde jeweils DNA von murinen Milzzel-
len (Spur 1) bzw. die DNA der murinen
Makrophagenlinie P388 (Spur 4) in die
PCR eingesetzt. Diese Kontrollen sind von
grofier Bedeutung, da es nahezu unmog-
lich ist, die Parasiten aufgrund ihrer obli-
gat intrazelluldren Vermehrung frei von
Wirtszellen zu isolieren. Bedingt durch die
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Abbildung 2: PCR-Fingerprinting von Toxoplasma gondii-Tachyzoiten aus unterschied-

lichen Kultivierungsverfahren.
M: Molekulargewichtsmarker
NC: Negativ-Kontrolle

In Spur 2 und 3 sind die Reaktionsprodukte von DNA-Isolaten aus in vivo bzw. in vitro

vermehrten Tachyzoiten aufgetragen.

Als Kontrollen wurden in den Spuren 1 jeweils murine Milzzell-DNA, in den Spuren 2
DNA aus der murinen Makrophagenlinie P388 in die PCR-Reaktion eingesetzt.
Folgende Primer wurden fiir das PCR-Fingerprinting eingesetzt:

A: B12: 5-CCTTGACGCA-3’

B: B13: 5-TTCCCCCGCT-3’

C: B5: 5-TGCGCCCTTC-3’

D: F6: 5-GGGAATTCGG-3’

E: T3B: 5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’

unterschiedlichen GenomgréBen von
Wirtszellen und Parasiten, machen sich
daher bereits geringste Kontaminationen
mit Wirtszell-DNA bei der PCR negativ
bemerkbar. Identische Banden, die sowohl
beim Fingerprint von Parasiten- als auch
Wirtszell-DNA auftreten, sind deshalb bei
der Auswertung zu vernachlissigen. Ins-
gesamt zeigt sich jedoch, daB} die unter-
schiedlichen Kultivierungsverfahren der
Parasiten keinen Einfluf} auf das erhalte-
ne Bandenmuster haben. Somit kann eine
klonale Selektion beim Ubergang von der
in vivo zur in vitro Vermehrung ausge-
schlossen werden. Der verinderte Anti-
genbesatz der Toxoplasmen ist somit aus-
schliefilich auf eine einheitliche Verinde-
rung im Proteinexpressionsmuster der
Gesamtparasitenpopulation als Folge der
in vitro Vermehrung zuriickzufithren.

5 Weiteres Vorgehen

Basierend auf diesem Ergebnis gibt es nun
prinzipiell zwei Mdglichkeiten der weite-
ren Vorgehensweise. Zum einen kann ver-
sucht werden, die Bedingungen wiihrend
der in vitro Vermehrung derartig zu ver-
dndern, dall der vom Wirt ausgehende
Druck der Infektabwehr simuliert wird.
Ein wesentlich erfolgversprechenderer
Ansatz scheint uns jedoch die gentechni-

sche Herstellung von diagnostisch rele-
vanten Toxoplasma-Proteinen zu sein, die
fiir die serologische Diagnostik weitest-
gehend den natiirlichen Antigenen entspre-
chen miissen.
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